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  دهیچک
 .Pseudomonas syringae pv عامـل بـا   یدرختان زردآلو و بادام مشـکوك بـه آلـودگ    شانکر يماریب گسترش به توجه با ریاخ يهاسال در

syringae (Pss) مارگریب يهاهیجدا یپیژنوت و یپیفنوت اتیخصوص از یبرخ ییشناسا و یابیرد جهت ،یشرقجانیدر استان آذربا Pss، نمونه-

 ـ گرم يباکتر هیجدا 14 تعداد شانکر، يظاهر میعلا با مشکوك يهانمونه از .شد انجام استان ییایجغراف مختلف منطقه 13 از يبردار و  یمنف
 ـجدا. شـدند  ییشناسـا  Pssعنـوان   به GATTaو  LOPAT یو افتراق ییایمیوشیب يهاآزمون اساس بر فلورسنت،رنگدانه  دکنندهیتول  هـا هی

 ـ هیاز ناح یترادف بخش نییتع. نشان دادند یکیولوژیزیو ف ییایمیوشیب ،یکیمورفولوژ يهاآزمون در ییجز اریبس اختلاف  جینتـا  ،rpoD یژن
بـا   Geotrichum candidumپرگنه قارچ  یشیدر مهار رشد رو يداریمعن تفاوت هاهیجدا. نمود دییتا را یپیفنوت و یکیمورفولوژ يهاآزمون

 هاهیجدا. دیگرد یابیرد نیسینگومایریدر سنتز زهرابه س لیدخ syrBژن  يبازجفت 725 قطعه Pss يهاهیجدا یدر تمام. زهرابه داشتند دیتول
 ـ  نییتع. شدند میتقس آزارکم و پرآزار گروه دو به زردآلو دهیبر يهاسرشاخه يرو ییزايماریب آزمون اساس بر و  syrBاز ژن  یتـرادف بخش

 زیمتمـا  کـاملا  گـروه  دو بـه  هـا هیجدا و داشته وجود یکیژنت تنوع یبررس مورد هیده جدا انیم در که داد نشان نیزیبا روش با تبارنمارسم 
  .مشابهت داشت rpoD دارخانه ژن از یبخش ترادف نییتع اساس بر آمده دستبه يبندگروه با حاصله يبندگروه. شدند میتقس

  syrBژن  ،rpoDتنوع، ژن  ،ییایباکتر شانکر ،یشرقجانیآذربا: کلیدواژه
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Abstract 
In recent years, due to the increase in canker symptoms on almond and apricot trees suspected to 
Pseudomonas syringae pv. syringae (Pss) strains in East Azerbaijan province, detection and determination of 
some phenotypic characters and genetic characterizations of Pss strains were performed after sampling from 
13 different geographical regions. A total of 14 Gram negative and fluorescent producing bacterial strains 
isolated from apparently diseased samples were identified as Pss based on biochemical and differential 
LOPAT and GATTa tests. Strains showed slight differentiation in morphological, biochemical and 
physiological tests. Partial sequences of the rpoD gene confirmed the results of the morphological and 
phenotypical tests. Pss strains had significant differences in regard to inhibition of Geotrichum candidum 
mycelial growth by toxin production. A 725-bp fragment of the syrB gene required for synthesis of 
syringomycin was amplified in all Pss strains. Based on pathogenicity tests on apricot twigs, strains were 
divided into two groups, one of higher and one of lower virulence. Partial sequences of the syrB gene and 
constructing a dendrogram using Bayesian inference showed genetic diversity among ten studied strains and 
divided them into two main groups. This grouping was similar to strains’ grouping based on partial 
sequences of the rpoD gene. 
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  مقدمه

-اقلیم داشتن و جغرافیایی خاص موقعیت علت به ایران

 قـرار  میـوه  تولیدکننده اول کشور ده میان در مختلف، هاي
 جزء بادام و زردآلودرختان . (www.investiniran.ir) دارد

 و Rosaceaeمتعلـق بـه خـانواده     دار،هسـته  میـوه  درختان
 زیرکشـت  سـطح  لحـاظ  به ایران. باشندیم Prunusجنس 
 جهـان  سوم رتبه در آمریکا و اسپانیا کشورهاي از بعد بادام
اسـتان   یاز محصولات عمده بـاغ  بادام وزردآلو . دارد قرار
 16 تولیـد  با یببه ترت استان این. باشندمی شرقییجانآذربا

مقـام اول و   بـاغی،  محصـولات  ایـن درصد و هفت درصد 
 Ahmadi) سوم را در کشور به خود اختصاص داده اسـت 

et al. 2016). از زیـادي  تعـداد  بـه  بـاغی  محصـولات  این 
ــل ــاري عوام ــه از زابیم ــل جمل ــارچی، عوام ــایی، ق  باکتری
ــی ــمایی و ویروس ــاس فیتوپلاس ــی حس ــندم ــانکر . باش ش
 عوامـل  تـرین مهـم  از یکی دارهسته یوهدرختان م یاییباکتر

 گونـه . (Agrios 2005) باشـد می درختان این زايخسارت
Pseudomonas syringae Van Hall 1902 گونه  ترینمهم

ــین ســودوموناسجــنس  ــار اول ــاه از ب  ايخوشــهیــاس گی
(Syringae vulgaris) ــاز ــدگرد يجداس  & Gross) ی

DeVay 1977a)  .مختلـف  هـاي جدایهP. syringae  روي 
 هـاي خـانواده  از علفـی  و چـوبی  گیـاهی  گونه 200حدود 
 ایـن  بـراي .  (Bradbury 1986)باشندمی زابیماري مختلف
 Young)اســت  شــده توصــیف پتــووار 60 حــدود گونــه

 مرکـب  گونـه  یـک  را گونـه  این تبارزایی مطالعات. (2010
 تـرادف  تعیـین  یزاسـت کـه بـر اسـاس آنـال      کـرده  معرفی
ــد -Multi Locus Sequence Analysis) ژنگاهیچنـ

MLSA)  یبریداسـیون ه یـل بـر اسـاس پروف   ،به پنج گـروه 
DNA-DNA ژنومیبه نه گروه گونه (genomospecies) و 
 Multi Locus Sequence Typing یزهـاي آنال از استفاده با

 gyrBو  cts، gapA، rpoD داريخانـه  ژن چهـار  کاربرد با
 مطالعـات . اسـت  شده متمایز مجزا فیلوژنتیکی گروه 23 به

 ییتبـارزا  هـاي گـروه  با ژنومی هايگونهمشخص نمود که 
 دارند   یکیارتباط نزد MLSTشده بر اساس روش  یجادا

(Gardan et al. 1999, Sarkar & Guttman 2004, 
Hwang et al. 2005, Bull et al. 2011; Berge et al. 

 .P. sجملـه   از  P. syringaeگونـه   پاتووار چهار. (2014

pv. syringae، P. s. pv. morsprunorum  وP. s. pv. 

persicae  وP. syringae pv. avii  به عنوان عوامل شـانکر 
 انـد  شـده  شـناخته  دارهسته یوهدرختان م ییو نکروز انتها

(Jones 1971, Latorre & Jones 1979, Endert & 
Ritchie 1984, Hattingh & Roos 1995, Barzic & 
Guittet 1996, Menard et al. 2003, Kaluzna et al. 

 ایـران  در بـار  اولـین  براي باکتریایی شانکر بیماري. (2012
 اندرخت روي (Bahar et al. 1982) همکاران و بهار توسط

تـا   22 ینب آن خسارت و رشتان اصفهان گزازردآلو در اس
 . شد زده تخمین درصد 50

 طیـف از  دار،هسـته  میـوه  درختان شانکر عامل بیمارگر
 ها،زهرابهاز جمله  يو پرآزار زایییمارياز عوامل ب یعیوس

 ،یســلول خــارج يدهایســاکاریپلــ ،یاهیــگ يهــاهورمــون
عوامـل   بـه مقـاوم   بـات یترک خ،ی ـمولد هسـته   يهانیپروتئ
 ،یکیآرومـات  بـات یترک کننـده  هی ـتجز عوامل ،یکروبیمضد
در طـول تعامـل    عملگرهـا و  لنیزا کننده هیتجز يهامیآنز

را در  یمـاري ب علایـم  تـا  کننـد یم ـ اسـتفاده  زبانیم باخود 
 Hwang et al. 2005, Ichinose)  کند يخود القا یزبانانم

et al. 2013, Nowell et al. 2016) . مختلـف  هـاي جدایـه 
-مـی  تولیـد  را هازهرابهاز  یمختلف انواع  syringae پتووار

 ديی ـپپت مولکـول  A (SylA)یرینگولینس ـ فیتوتوکسین. کند
فـاکتور   یـک کوچک مهـار کننـده پروتئـوزوم، بـه عنـوان      

 منافــذ شــدن بــاز باعــث PsyB728a جدایــهدر  يپــرآزار
ــه ــاروزن ــا در ه ــیس و لوبی ــی آرابیدوپس ــودم  (2010 ش

(Schellenberg et al. . جدایهدر Pss  ايقهـوه  لکـه  عامـل 
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 اولیـه  هـاي ترشـح شـده از محـل    SylA یتوتوکسینف یا،لوب
مجـاور   هايبافت در اکتسابی مقاومت مهار باعث آلودگی،

 شـود مـی  اسیدسالسیلیک هورمون رسانیپیام مهار طریق از
(Misas-Villamil et al. 2013) .،ــاکتور منگوتوکســین  ف

 یمآنـز  ،انبـه  ییعامل نکـروز انتهـا   Pss جدایه در يپرآزار
ــیناورن ــت-ان یتـــ ــفرازیلاســـ -ornithine N) ترنســـ

acetyltransferase) یوسـنتز ب یرهايدر مس ـ یديکل آنزیمی 
 Cazorla et) دهدمی قرار هدف مورد را یتینو اورن ینآرژن

al. 2003, Arrebola 2004, Carrión et al. 2014) .
 به) syp( سیرینگوپپتین و) syr( سیرینگومایسین هايزهرابه
 کـه  کلسیم یون نشت و سلولی غشاي در منافذ ایجاد دلیل
 نکروز القاي باعث دارد، نقش سلولی رسانیمپیا سیستم در
کم در حد نانومولار  یاربس مقادیر. شودمی خود میزبانان در
 از کندیم یتکفا یمنفذ و مرگ سلول یلتشک يبرا هااز آن
 دارد ینقـش مهم ـ  Pss زایـی بیمـاري  در زهرابه این رواین

(Grgurina et al. 1996, Hutchison & Gross 1997, 
Zhang 1997, Guenzi et al. 1998, Bender et al. 

و رشـد   یزبـان در م يباکتر استقراربه  هازهرابه این. (1999
ــاکتر ــ يدر فضــا يب ــردهکمــک  ســلولیینب ــتو فعال ک  ی
 .Sinden et al)(دارنـد   بـالایی  یضدقارچ و یاییضدباکتر

 (Sorensen et al. 1998) همکــاران و سورنســن. 1971
-نونـا لیپودپسـی  سـنتز  اساس بر را Pss هايجدایه شباهت

 اکثـر . کردنـد  بررسـی  PCRاز اسـتفاده  با حلقوي پپتیدهاي
 سیرینگومایســــین، پپتیــــدهاي از یکــــی هــــاجدایــــه

 تولیـد  را سودومایسین و سیرینگوتوکسین سیرینگواستاتین،
 طراحـی  با syrB شدهحفاظت  ژنی قطعه ردیابی. کردندمی

 ،PCR بـا  تکثیر در اختصاصی الیگونوکلئوتیدي پرایمرهاي
 هـاي جدایـه  شناسـایی  روش تـرین مناسـب  و تـرین سریع

و  syrB هـاي ژن. گردیـد  معرفـی  هـا زهرابه این تولیدکننده
syrD یکـوچک  یهدر داخل ناح انفرادي هايکپی صورتهب 

-جدایـه از  بسیاريدر  بازجفت یلوک 15به اندازه  DNAاز 

 از یکـی  یـا  سیرینگومایسـین  زهرابـه کننده  یدتول Pss هاي
 Quigley & Gross) باشندمی شده حفاظت آن هايآنالوگ

1994, Wang et al. 2006) .  
-از جملـه ژن  ینرمزگذار پـروتئ  هايترادف ژن بررسی

 هـا، بـاکتري  ژنوم در کپی یکداشتن  با rpoDو gyrB هاي
بار  ینسودوموناس اول هايگونه تاکسونومی و تمایز جهت

 (Yamamoto et al. 2000)و همکـاران   یامـاموتو توسـط  
 یگماس ـ یلودالتونیک 70 ینپروتئ ،rpoDژن . یدگرد یشنهادپ

 یـژه و ین، پـروتئ 70فاکتور  یگماس. کندیرا کد م 70فاکتور 
 Lonetto) باشـد می مرازیپل RNA یسیشروع کننده رونو

et al. 1992, Fujita et al. 1995) .منحصر بـه   ینپروتئ ینا
 شـکل  چنـد  هـاي محـل  یـادي با تعـداد ز  هايفرد در باکتر
ــ تــرادف طــول در پراکنــده  نشــانگر، )درصــد 4/70( ومژن

 ییتبارزا و تاکسونومیکی هايبررسیجهت  سبیمنا یستیز
 ,Yamamoto et al. 2000) باشدمی سودوموناس هايگونه

Mulet et al. 2010) .مشخص کـرده اسـت    یمطالعات قبل
-گـروه پتووارها به  بنديدر گروه یابزار مهم rpoDکه ژن 

 P. syringae یژنـوم  هايگونه با که باشدمی تبارزایی هاي
 Ferrante & Scortichini 2010, Bull et)  دارد همبستگی

al. 2011, Sănchez et al. 2014) .  
ارتبـاط   یـزان ابتـدا م  کـه  گردیـد  تلاش پژوهش این در
-شانکر درختان زردآلـو و بـادام در منـاطق نمونـه     یماريب

. شـود  بررسـی  Pss زايبیمـاري  هايجدایهشده با  برداري
 ژن از اســتفاده بــا هــاجدایــه یکــیژنت تنــوع میــزانســپس 

عنــوان ژن  بــه ،syrB یرینگومایســین،زهرابــه س ســنتزکننده
 یمـارگر، ب پـرآزاري مهم  فاکتورهاياز  یکی و شده حفاظت
اسـاس   بـر  بنديگروه با هاجدایه بنديگروه وشده  بررسی
  . گردد مقایسه  rpoD داريخانه ژن
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  بررسی هايروش و مواد
   يو جداساز بردارينمونه

و  1393اســفندماه  یطــ آمــده عمــلبــه بازدیــدهایی در
 و هـا شهرستان بادام و زردآلو درختان از 1394 ماهینفرورد

مرنـد،   شـامل  شرقیآذربایجان استان در مختلف روستاهاي
سردرود، شبسـتر،   یدان،اسکو، اسفهلان، سپ یر،عجبش یانه،م

-نمونـه  ینجناب،آذرشهر و ز یلخجی،خسروشهر، باسمنج، ا

 علائـم  داراي گیاهـان  هـاي شـکوفه تنـه و   شاخه، از هایی
شـکوفه   بلاسـت شانکر وخروج صـمغ از تنـه و شـاخه و    

 زمایشـگاه بـه آ  کاغـذي  هـاي پاکت داخل درو  آوريجمع
 چهـار  دمـاي  درسـاعت   24به مدت  حداکثرو  شده منتقل
 جداسـازي . شـدند  نگهـداري  یخچال در گرادسانتی درجه
بـه دو روش   گیـاهی،  نمونـه  هـر  از بیمـاري عامل  يباکتر

ــاز ــت يجداس ــتیدرونو  یرورس ــام رس ــت انج  در. گرف
 گیاهی، هايبافت از گرم پنج رورستی، روش به جداسازي

 هـاي لولـه شـده و در   یـده بر متـري سـانتی  یـک  قطعات به
 یمبـافر فسـفات پتاس ـ   لیتـر یلـی م 20 يحاو سترون فالکون
 دقیقه 10 مدتو به شدت به ریختهدهم مولار  یک سترون
ــا ــت ب ــان دس ــدند داده تک ــپس. ش ــر 100 س  از میکرولیت

 گـار آ کشـت  هـاي محـیط  روي تکرار دو با هاسوسپانسیون
 چمنی صورتبه خمیده ايیشهش یلهتوسط م (NA) غذایی
 از گـرم  پـنج  رسـتی، درون يجداساز روش در. شد کشت
-بـه  و بریـده  متريسانتی یک قطعات به گیاهی، هايبافت

 سپس. شدند ضدعفونی درصد 70 اتانولبا  یقهدق 10 مدت
بافر فسفات  لیتریلیم 20 يحاو سترون فالکون هايلوله در
 ساعت دو مدت به و ریختهصدم مولار  یک سترون یزیممن
 از میکرولیتر 100 نهایت در. شدند نگهداري اتاق دماي در

 بـه  NA کشـت  محـیط  روي تکـرار  دو بـا  هاسوسپانسیون
-28 يدر دمـا  پتري هايتشتک. شد کشت چمنی صورت

 و نگهــداري روز چهــار مــدت بــه گــرادســانتی درجــه 25
بـا   هـا بـاکتري از . گردیـد  ثبـت  هايباکتر پرگنه مشخصات
 هـاي میکروتیـوب  در غلیظی سوسپانسیون ساعته 24 کشت
 درجه چهار دماي در و تهیه سترون دوبار مقطر آب حاوي
  . (Sands et al. 1970)شدند  ينگهدار گرادسانتی

  افتراقی فیزیولوژیکی و بیوشیمیایی هايآزمون

-آزمـون  ،Pss هـاي جدایه یکو تفک یصمنظور تشخ به

 هاآزمون این. گرفت انجام یزیولوژیکیو ف یوشیمیاییب هاي
 شـامل  گیاهی شناسیباکتري استاندارد هايروش اساس بر

 رشـد  زي،کاتـالا  یـت فعال درصد، سه پتاس در گرمواکنش 
 ینـگ ک یطرنگدانه فلورسنت  مح ـ یدتول هوازي،بی/ هوازي

ــون ،(KB)ب  ــايآزم ــروه  ه ــدتول(  LOPATگ ــوان،  ی ل
و  هیدرولازدي آرژینین تولید زمینی،یبس یدگیله یداز،اکس

ذوب ( GATTaو ) توتــون يرو یتواکــنش فــوق حساســ
و مصـرف   یروزینازيت یتفعال ین،آسکول یدرولیزه ین،ژلات

 & Klement et al. 1964, Fahy) یـد گرد انجام) تارتارات

Persley 1983, Schaad et al. 2001). 

  توتون روي حساسیت فوق آزمون

 تـوان  بـراي  معیـاري  عنـوان  بـه  حساسـیت  فوق آزمون
 هايباکتري در سه نوع ترشحی سیستم توان و زاییبیماري
 ساعته 24 کشت. گیردمی قرار استفاده مورد گیاهی بیمارگر
 آب در ،CFU/mL 107بـا غلظـت    یـایی باکتر یونسوسپانس
 زیـر  بـه  سترون سوزن بدون سرنگ با و تهیه سترون مقطر
از آب مقطـر  . شـد  تزریـق  اپیدرم دو بین توتون برگ بشره

در آزمـون اسـتفاده    یسترون به عنـوان نمونـه شـاهد منف ـ   
شده،  یقبافت مرده در قسمت تزر هايلکه یدایشپ. یدگرد

 یسـاعت، بـه عنـوان واکـنش مثبـت تلق ـ      72تا  24بعد از 
  .(Klement et al. 1964) یدگرد
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  زاییبیماري آزمون

 آگـار کشـت   یطمح ـ يرو هـا جدایهساعته  24کشت  از
 آب در CFU/mL 107بــا غلظــت  سوسپانســیونی غــذایی،
 ین،انسـول  سـرنگ  سـوزن  از استفاده با و تهیه سترون مقطر
و  سـاله  یـک  سبز هايسرشاخه پوست زیر به لیترمیلی یک
 تزریق شاخه هايجوانه محل در زردآلو درختشده  یدهبر

شده جهت حفظ رطوبت در داخل  یدهبر هايشاخه. گردید
 گــرادیدرجــه ســانت 25-28 يدر دمــا یکیمحفظــه پلاســت

آب مقطر سترون به عنوان نمونه شـاهد   از. شدند ينگهدار
 هـاي زخـم  بـا  علائم ظهور. یددر آزمون استفاده گرد یمنف
روز پـس از   14 یـق آن در محـل تزر  یشرفتو پ مردهبافت
 .Mohammadi et al)قـرار گرفـت   یمـورد بررس ـ  یـق تزر

2001)  .  

   یرینگومایسینزهرابه س یدتول سنجیزیست آزمون

 غلظـت   به Pss هايجدایهاز  ساعته 24  سوسپانسیون

CFU/mL 107 در خطـی  صـورت  هب ،آب مقطر سترون در 
 Potatoکشـت   یطمح ـ يحـاو  پتـري  تشـتک  طـرف  یک

Dextros Agar (PDA)  بـه  پتـري  هـاي تشتک. کشت شد 
 ينگهدار گرادسانتی درجه 28-25 دماي در روز پنج مدت
 ـ یسـک د یـک مدت  ینبعد از ا و شده از  متـري یسـانت  یمن
عنوان  به G. candidumساعته قارچ  48فعال پرگنه  حاشیه
 هاله قطر. شد کشت باکتري پرگنه مقابلشاخص،  یسمارگان

 از پـس  بـاکتري  پرگنـه  اطـراف  در شـده  تشکیل بازدارنده
 شـاهد  در پتـري  هايتشتک لبه به قارچ هیفی رشد رسیدن
 شـاهد  عنـوان آب مقطر سـترون بـه    از. یدگرد گیرياندازه
سـه   بـا  یدر قالب طرح کاملا تصادف آزمونو  استفاده منفی

 Young 1991, Bultreys & Gheysen) تکرار انجـام شـد  

1999)  .  

  ژنومی يDNA استخراج

 CTAB (Doyle & Doyleبـه روش   DNA اسـتخراج 

 پرگنـه روش،  یـن ا در. شـد  انجام راتییتغ یاندک با (1990
در  NA یطمح ـ يشده رو کشت Pss هايجدایه ساعته 24

  CTAB 2%،1.4M(دو درصد  CTABبافر  یکرولیترم 800
NaCl  ، Tris 100 Mm  وEDTA 20Mm (ــه ــتب  حال

 گـراد سانتی درجه 65 آب حمام دردرآمده و  یونسوسپانس
 میکرولیتـر  800سـپس  . گرفتنـد  قـرار  ساعت یک مدت به

اضـافه و   هـا لوله به) 1:24( الکل ایزوآمیل-کلروفرم ترکیب
 انجـام  دقیقه ده مدت به دقیقه در دور 13000 با سانتریفیوژ

منتقـل   یـد سترون جد لوله داخل به و برداشته رونشین. شد
 شـده،  برداشـت  رونشـین دو سـوم حجـم    انـدازه  بـه . شد
اضـافه   گـراد یدرجـه سـانت   -20 يسرد با دما یزوپروپانولا

 درجـه  -20 دمـاي  در دقیقـه  20 مـدت  بـه  هانمونه و شده
 13000بـا    سـانتریفیوژ  سـپس . شدند نگهداري گرادسانتی

 بعـد  مرحلـه  در. شـد انجام  یقهدقبه مدت ده  یقهدور در دق
 و شـده درصد به رسوب اضـافه   70اتانول  یکرولیترم 100
 دقیقـه  سه مدت به دقیقه در دور 5000 با سانتریفیوژ سپس
رسـوب بـا اتـانول سـه مرتبـه انجـام        يشستشو. شد انجام
 شـدن  خشـک  جهـت  اتاق دماي در هامیکروتیوب. گرفت

آب مقطر  یکرولیترم 50 در  DNA هايرسوب. قرار گرفتند
 شده استخراج يDNA یفیتو ک یتکم. سترون حل شدند

مـدل   Allsheng شـرکت ( نـانودراپ  دسـتگاه  بـا  ترتیب به
Nano-200 یـک   آگـارز  ژل الکتروفـورز  و) ینساخت چ ـ 
 در شده استخراج يDNA یتانجام گرفت و در نها درصد
 .شد نگهداري گرادسانتی درجه -20 دماي

 در سیرینگومایسـین  زهرابه رمزگذار ژن حضور بررسی
  هاجدایه
 Pss هايیهدر جدا syrBاز ژن  یبخش یابیمنظور رد به
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 B1 (5′-CTTTCCGTGGTCT یاختصاص ياز آغازگرها

TGATGAGG-3′)  وB2 (5′-TCGATTTTGCCGTGA 

TGAGTC-3′) ــنش در ــره واک ــی ايزنجی ــرازپل  (PCR) م
شـد   اسـتفاده ) آلمان ،peQlab شرکت ترموسایکلر دستگاه(

(Sorensen et al. 1998) .واکـنش   یو زمـان  یحرارت برنامه
PCR درجـه   94در  یمقدمات یبه صورت مرحله واسرشتگ
 واسرشتگی مرحلهشامل  چرخه 35 دقیقه، چهار گرادیسانت
 در آغـازگر  اتصال مرحله ثانیه، 90 گرادسانتی درجه 94 در
 72 در گسـترش  مرحلـه  دقیقـه،  5/1 گـراد سانتی درجه 60
 72 در نهـایی  گسترش مرحله و دقیقه سه گرادسانتی درجه
  .گرفت انجام دقیقه 10 گرادسانتی درجه

  rpoD  ژنی ناحیه تکثیر

 rpoD-Fp (5′-AAGGCGAR ياستفاده از آغازگرها با

ATCGAAATCGCCAAGCG -3′)   وrpoD-Rp (5′-

GGAACWKGCGCAGGAAGTCGGCACG -3′)  ، 
اسـتفاده شـد    rpoD  داريخانـه از ژن  یبخش یرجهت تکث

(Sarkar and Guttman 2004) . ـ برنامـه   یو زمـان  یحرارت
 95در  یمقدمات یبه صورت مرحله واسرشتگ PCRواکنش 

 مرحلـه  شـامل چرخـه   35 یقـه، پـنج دق  گـراد یدرجه سـانت 
 مرحلـه  دقیقـه،  5/1 گـراد سـانتی  درجـه  94 در واسرشتگی
 گسـترش  مرحله دقیقه، یک گرادسانتی درجه 63 در اتصال
 نهـایی  گسترش مرحله و دقیقه دو گرادسانتی درجه 72 در
  .گردید اجرا دقیقه 10 گرادسانتی درجه 72 در

ــراي ــاهده ب ــابی و PCR محصــولات مش ــات ردی   قطع
DNAدرصد به  یک آگارز ژل با الکتروفورز، شده تکثیر ي

ــراه  ــانگر هم ــومی نش ــت  100ژن ــازيجف ــرکت ( ب ش
Fermentas، از بافر . انجام گرفت) آلمان TBE 1x   ینبـد 

 رنگـی  بـافر  از آمیـزي، جهـت رنـگ  . یدمنظور استفاده گرد
FluoroDye ) شرکتSMOBio، شـد  استفاده) جنوبیکره .

 در ولـت  95بـا ولتـاژ ثابـت     سـاعت  یکبه مدت  هانمونه
شـده تحـت    یـر قطعات تکث. ژل ران شدند روياتاق  يدما
شده و  مشاهده داكژل دستگاه توسط شده یجادا UV اشعه
  . گردید ثبت ژل تصویر

و  تنوع بررسیمورد استفاده در  هايژن ترادف تعیین
  تبارنماها یمترس
 بـراي  هـا جدایـه  نماینده عنوان به Pssپرآزار  یهجدا ده
بـه منظـور    ،syrBو  rpoD هـاي از ژن یبخش ترادف تعیین
مـورد اسـتفاده قـرار     هـا جدایـه  بنـدي گروهتنوع و  بررسی
ــت ــراي. گرف ــین ب ــرادف تعی ــايژن ت ــورد ه ــتفاده، م  اس

 هر همراهبه یهو هر جدا مربوط به هر ژن PCR محصولات
جهـت   ی،رفـت و برگشـت   اختصاصـی  آغازگرهـاي از  یک
) جنـوبی کره( Macrogenبه شرکت  جهتهدو  ترادف تعیین
 نیـی تعآمـده پـس از    دسـت بـه  هـاي ترادف. گردید ارسال
 بوسـیله  ویـرایش و   FinchTV v.1.4.0 افـزار نرم با تیفیک

 SeqManTM II expert sequence analysis افــزارنــرم

(DNASTAR Inc., Madison, Wis.) اطلاعـاتی  پایگاه در 
National Center for Biotechnology Information 

(NCBI)  با برنامهBLASTN (megablast)  هـاي ادفبا تر 
و  rpoD هـاي تـرادف . شـدند  یسـه در بانک ژن مقا موجود

syrB بـر  تنـوع  بررسـی  در رفتـه  کـار هب مرجع هايباکتري 
 90-99مورد مطالعه  هايترادف با ردیفیهم حداکثر مبناي
 دربه صـفر   یکنزد (e-value)ارزش مورد انتظار  با درصد
شـده بـا    یـرایش و هايترادف. حاضر انتخاب شدند یقتحق

-نــرم در MUSCLE  (Edgar 2004)وشاســتفاده از ر

 ,Molecular Evolutionary Genetics Analysisافــزار

MEGA 6  (Tamura et al. 2013) شدند سازيردیفهم.  
 افـزار نرم از استفاده با بایزین استنتاج مبناي بر تبارنماها

MrBayes v.3.2.2 مـارکوف   ینمونت کارلو چ یتمو الگور
(Markov Chain Monte Carlo -MCMC)   میـانگین بـا 
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 نسل 100000000 ایجاد با ،01/0 تقسیم نرخ معیارانحراف 
 پـس . شدند ترسیمنسل  1000در هر  تبارنما یک یرهو ذخ
 یـار مع عنـوان  بـه  هانسل درصد 25 اولین از پوشیچشم از

burn-in، کـه در هـر نسـل     تبارنماهـایی درصـد   75 مابقی
همـراه بـا    یاجمـال  يبودند به صورت تبارنمـا  شده یرهذخ
ــاد ــه توز یرمق ــوط ب ــعمرب ــ ی ــال پس  posterior) یناحتم

probability) شــدند  یــهارا(Rannala & Yang 1996, 

Ronquist et al. 2012). جـــایگزینی مـــدل بهتـــرین 
 یاطلاعـات  یـار بـا اسـتفاده از مع   ژنگاه هر براي نوکلئوتیدها

 Akaike) (Akaike Information Criterion-AIC) یکآکائ

ــرم و (1974 ــزارن  MrModeltest v. 2.3  (Nylanderاف

شـده بـا اسـتفاده از     یمترس تبارنماهاي. یداجرا گرد (2004
  FigTree v1.4.2 برنامـــــــــــــــه

(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/) ــاهده  مشــ
 هـاي جدایه در شده ترازهم هايترادفتشابه  درصد. شدند

Pss  افـزار با استفاده از نـرم MegAlign شـده در   انـده جگن
مـورد   هـا فاصـله تـرادف   گزینـه و  DNASTAR افـزار نرم
 . قرار گرفت یابیارز

  نتایج

  هاجدایه شناسایی و جداسازي

 یـم شـده بـا علا   برداريبادام نمونه و زردآلو درختان از
 یهجدا 293کل  درمختلف،  یاییجغراف یهناح 13از  بیماري
 یگرم منف ـ جدایه 150 یاندر م. یدگرد يجداساز یاییباکتر
 رويفلورسـنت   یدکننـده تول یهجدا 14شده، تنها  ییشناسا
 (+,-,-,-,+) LOPATگروه هايبر اساس آزمون ،KB یطمح

 بـه  متعلـق  Pss هـاي یهبه عنوان جدا (-,-,+,+) GATTaو  
 ,Lelliott et al. 1966) شـدند  شناسـایی  I ژنـومی گونـه 

Lelliott & Stead 1987, Gardan et al. 1999)  . پرگنـه 

گرد، به رنگ  غذاییآگار  یطمح رويمورد نظر  هايجدایه
 هـوازي  هـا جدایـه  تمامی. بود صاف حاشیه با برآمده رم،ک

درصد  65حاضر،  یقدر تحق. بودند منفی کاتالاز و اجباري
-دروندرصد بـه حالـت    35و  رورستیبه حالت  هایهجدا

ــتی ــاز رس ــدند يجداس ــه. ش ــا جدای ــواح Pss يه  یاز ن
 مرنـد ، )جدایـه  1(، آذرشهر )یهجدا 3( یرعجبش یاییجغراف

 1( میانه، )جدایه 4( سپیدان، )جدایه 1( شبستر، )جدایه 1(
 مشخصات. شدند آوريجمع) جدایه 3( سردرود و) جدایه
  .است شده ذکر 1 جدول در هاجدایه

  زایییماريو ب حساسیت فوق آزمون

ساعت  24از گذشت  پس Pss هايجدایه آزمون این در
 ـ يرو علایم نوع دو یایی،سوسپانسون باکتر یحاز تلق -رگب

 هـا جدایـه  از سـري یکدر . کردند یجادتوتون ا جوان هاي
 در و مـرده مناطق بافـت  یلتشک یعنی HR شاخص علامت
 یرقابـل غ سـوخته آب هـاي زخـم  هاجدایه از دیگري گروه

 از گـروه  دو هـر . شد ظاهر باکتري تلقیح محل در برگشت
 در مثبـت  واکـنش  القـاي  بـا  هاییجدایه عنوانبه ها،جدایه
 زاییبیماري آزمون براي و شده تلقی حساسیت فوق آزمون
 زا،بیمـاري  هايجدایه). 1شکل ( گرفتند قرار استفاده مورد

و سـبز   بریـده  هايسرشاخهدر سطح  یحروز پس از تلق 14
. دادند نشانبا شاهد  یسهمقا دربافت  یمردگ یمعلا ،زردآلو
 یمبه دو گـروه تقس ـ  هاجدایه علایم، بروز وسعت اساس بر

در  عمـق کـم  مـرده بافت هايزخم با هاییجدایه -1: شدند
-زخمبا  هاییجدایه -2 و) آزارکم هايیهجدا( یحمحل تلق

 شـکل ( )پـرآزار  هايیهجدا( یعو وس یقعم مردهبافت هاي
 هـایی یـه توسط جدا یعو وس یقعم مردهبافت هايزخم). 1
کـرده   يتوتون القا يرو HRشاخص  یمشد که علا یاننما

 ،Pss-26، Pss-82، Pss-170 هــايیـه از جملــه جدا ،بودنـد 
Pss-174، Pss-176، Pss-186  وPss-240. هايجدایه Pss 
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  .پژوهش ینمورد استفاده در ا Pseudomonas syringae pv. syringae هايیهمشخصات جدا یبرخ .1 جدول
Table 1. Some characteristics of Pseudomonas syringae pv. syringae strains used in this study.  

آزمون /  یهجدا نام
Test/strain 

 آوري جمع محل

Origin 
 میزبان
Host 

 جداسازي
isolation 

 یتفوق حساس واکنش
HR 

 ییزا بیماري
Pathogenicity 

Pss-2 عجبشیر 
Ajabshir 

 بادام
Almond 

 رورست
epiphyte 

++ ++ 

Pss-4 عجبشیر 
Ajabshir 

 بادام
Almond 

 رستدرون

endophyte 

++ ++ 

Pss-26 عجبشیر 
Ajabshir 

 زردآلو
Apricot 

 رورست
epiphyte 

+++ +++ 

Pss-56 آذرشهر 
Azarshahr 

 بادام
Almond 

 رستدرون

endophyte 

++ ++ 

Pss-82 مرند 
Marand 

 زردآلو
Apricot 

 رورست
epiphytev 

+++ +++ 

Pss-125 شبستر 
Shabestar 

 بادام
Almond 

 رورست
epiphyte 

++ ++ 

Pss-170 سپیدان 
Sepidan 

 زردآلو
Apricot 

 رورست
epiphyte 

+++ +++ 

Pss-172 سپیدان 
Sepidan 

 زردآلو
Apricot 

 رستدرون

endophyte 

++ ++ 

Pss-174 سپیدان 
Sepidan 

 زردآلو
Apricot 

 رورست
epiphyte 

+++ +++ 

Pss-176 سپیدان 
Sepidan 

 زردآلو
Apricot 

 رستدرون

endophyte 

+++ +++ 

Pss-181 سردرود 
Sardroud 

 زردآلو
Apricot 

 رورست
epiphyte 

+++ +++ 

Pss-186 سردرود 
Sardroud 

 زردآلو
Apricot 

 رورست
epiphyte 

+++ +++ 

Pss-200 سردرود 
Sardroud 

 بادام
Almond 

 رستدرون

endophyte 

++ ++ 

Pss-240 میانه 
Mianeh 

 زردآلو
Apricot 

 رورست
epiphyte 

+++ +++ 

 فـوق  آزمـون  در سـوخته آب هايزخم++:  زایی،بیماري آزمون در عمیق مردهبافت هايزخم و حساسیت فوق آزمون در مردهبافت هايزخم+++: 
   زایی،بیماري آزمون در سطحی مردهبافت هايزخم و حساسیت

+++: necrotic lesions in hypersensitive reaction test and deep necrotic lesions in pathogenicity test; ++: water-soaked 
lesions in in hypersensitive reaction test and slight necrotic lesions in pathogenicity. 

  
ــهما یاهــاناز گمجــددا  ــیی ــرشــده  زن  KB یطمحــ يرو ب
 ییـد و تا شناسـایی  یوشـیمیایی ب هـاي آزمون باو  يجداساز
  .    شدند

   سیرینگومایسین زهرابه تولید سنجیزیست آزمون

 یـا  یرینگومایسـین زهرابـه س  یدتول طریق از Pss هايجدایه
هالـه بازدارنـده از رشـد    تشکیل باآن  یزومرهاياز ا یبرخ
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 روي زاییبیماري آزمون مرده؛ فتبا علایم: b سوخته،آب علایم: a، )سمت راست(توتون  هايبرگ يبر رو یتآزمون فوق حساس. 1 شکل

 .عمیقو  وسیع مردهبافت هايزخم: bو  سطحیو  کوچک مردهبافت هايزخم: a، )سمت چپ(زردآلو  یدهسبز بر هايسرشاخه
Fig 1. Hypersensitive reactions on tobacco leaves (right), a: water-soaked symptoms, b: necrotic symptoms; 
pathogenicity test on apricot twigs (left), a: slight necrotic lesions, b: deep necrotic lesions. 

  
 در بیمـارگر  هايجدایه.ندکرد بازداري G. candidumقارچ 
هالـه   انـدازه . دادنـد  نشـان  متفاوتی خصوصیات آزمون این

جدایـه . بود متغیر مترمیلی14تا  0از  هایهجدا ینبازدارنده ب
-بزرگ تشکیل با Pss-181و Pss-4، Pss-125 یمارگرب هاي

هالـه   یلتشـک  بـدون  Pss-2 جدایـه  و بازدارنـده  هاله ترین
 رشد مهار در را تاثیر کمترین و بیشترین ترتیببه ازدارنده،ب
  ). 2شکل  ( داشتندقارچ  یشیرو

  هایهدر جدا rpoDو  syrB هايژن ردیابی

 هـاي جدایـه  تمامی در سیرینگومایسین زهرابه مولد ژن
 بـازي جفت 725حدود  یقطعه ژن یربا تکث Pss زايبیماري
ــابیرد ــدگرد ی ــهجدا در. ی  P. s. pv. morspronorum ی

. انجـام نشـد   یـر تکث منفـی  کنتـرل  عنـوان  بـه شده  استفاده
 تکثیر با ، rpoD ،70 فاکتور سیگما کننده سنتز ژن همچنین
 هاجدایه تمامی در بازيجفت 532به اندازه حدود  ايقطعه
  . شد یابیرد

  هاجدایه تنوع بررسیو  DNA ترادف تعیین

مــورد  هــايیــهدر جدا rpoDو  syrB هــايژن تــرادف
 ثبــت معــین شــمار رس بــا ،NCBIدر بانــک ژن،  یبررســ

 مورد هايیهجدا تبارزایی ارتباط). 1 یمهجدول ضم( گردید
و  rpoDو  syrB هــايژن تــرادف تعیــین اســاس بــر نظــر
موجـود در بانـک ژن انجـام     هـاي تـرادف  یگـر با د یسهمقا

 rpoDو  syrB هـاي از ژن یبخش ـ ترادف تعیین در. گرفت
بـه   یآمده از زردآلو و بـادام قطعـات   دستبه هايیهدر جدا

-تـرادف . آمد دستبه بازيجفت 551و  721طول متوسط 

 ،بانـک ژن  از آمده دستبه هايترادف با شده ویرایش هاي
NCBI، یـدها نوکلئوت یگزینیمدل جا بهترین. شدند ترازهم 
ــرا ــر يب ــاهدو  ه ــدل  ،rpoDو  syrB ژنگ -Hasegawaم

Kishino-Yano with Gamma distribution (HKY+G)  
شـده بـا حـداکثر احتمـال      ترسیم تبارنماهاي و شده تعیین
  . شدند یتحما ینپس

ــایج ــه نت ــا  یمترســ يتبارنماهــا تحلیــل و تجزی شــده ب
 در کـه  داد نشان مجزا صورتبه rpoDو  syrB يآغازگرها

 احتمـال  حـداکثر  بـا  هاجدایه آمده دستبه نمايتبار دو هر
. شـدند  بنـدي گروه IIو  Iدو گروه  به یمشابه طوربه پسین

 ،Iگـروه   ،syrBآغـازگر   اساس برشده  ترسیم تبارنمايدر 
 هـاي جدایه گروه این در. دربرداشت را هایهدرصد جدا 80
 اخـذ  مرجع هايیهخوشه مجزا از جدا یک یلبا تشک ایران

 یـن بـا ا . شـدند  متمـایز ) 3شکل ( NBCIشده از بانک ژن 
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 زايبیمـاري  هـاي جدایـه  توسـط ) متـر یلـی بـر حسـب م  ( Geotrichum candidumقـارچ   یشـی از رشد رو یبازدارندگ یزانم. 2  شکل

Pseudomonas syringae pv. syringae، هـا در مهـار رشـد قـارچ در      یـه جدا دارمعنی اختلاف دهنده نشان متفاوت حروف با ها ستون
 .باشدیم ANOVAآزمون 

Fig 2. Inhibition of Geotrichum candidum mycelial growth (mm) by pathogenic strains of Pseudomonas syringae 
pv. syringae. The columns with different letters indicate significant difference in ANOVA assay. 

  
 Pseudomonas syringae pv. syringae هـاي جدایـه از  NCBIثبت شده در  syrBو  rpoD هايژن ترادف شماررس .1 ضمیمه جدول

  .مطالعه این در شده جداسازي
Table 2. Accession numbers of new sequences of the rpoD and syrB genes in NABI and Pseudomonas syringae pv. 
syringae strains collected for this study. 

 syrBژن  شمارهاي رس rpoD ژن  يشمارها رس  هاجدایه
strains Accession numbers of  rpoD gene Accession numbers of syrB gene 
Pss-26 KY569198 KY569176 
Pss-82 KY569199 KY569177 

Pss-170 KY569200 KY569178 
Pss-172 KY569201 KY569179 
Pss-174 KY569202 KY569180 
Pss-176 KY569203 KY569181 
Pss-181 KY569204 KY569182 
Pss-186 KY569205 KY569183 
Pss-200 KY569206 KY569184 
Pss-240 KY569207 KY569185 

  
 در.شدند سیمگروه تق یرز دوخود به  یرانا هايیهحال جدا
-Pss-170، Pss-174، Pss هــايجدایــه اول گــروه زیــر

176،Pss-200 و Pss-172 هـاي یهجدا دومگروه  یرو در ز 
Pss-26، Pss-181  وPss-240 گروه . قرار گرفتندII   شـامل

 مجزا هايبوده که در خوشه Pss-186و  Pss-82 یهدو جدا
شده  یمترس تبارنمايدر ). 3شکل ( شدند بنديگروه هم از

را در  ایرانـی  هـاي جدایه اکثریت ،Iگروه  ،rpoDبا آغازگر 
یمگـروه تقس ـ  یـر گـروه بـه دو ز   یـن ا هايیهجدا. برداشت
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بـا روش  ) یدنوکلئوت syrB )645ژن  ترازهم هايترادف براساس  Pseudomonas syringae هايیهجدا يشده برا یمترس يتبارنما. 3 شکل

Bayesian inference  و مدلHKY+G .احتمال گره هر روي بر. باشدمی محل هر در هاجایگزینی تعداد میانگین دهنده نشان مقیاس خط 
 و زردآلو زايیماريب یرانیا هايجدایه هايزیرگروه دهندهنشان ینارنج دوایر. نسل نشان داده شده است 100000000آمده از  دستبه پسین
 ـ ایرانـی  هـاي جدایـه  بنديگروه دهندهنشان راست سمت در پررنگ سیاه خطوط و بادام  .Pss :Pseudomonas syringae pv. باشـند یم

syringae؛ Pf :Pseudomonas fluorescens؛ Ps :Pseudomonas syringae.  
Fig 3. Bayesian inference phylogenetic tree was constructed for strains of Pseudomonas syringae based on 
aligned sequences of the syrB gene (645 nucleotides) using HKY+G model. The scale bar represents the average 
number of substitutions per site, and posterior probability values are shown at the nodes obtained for 100000000 
generations. Orange circles show apricot and almond pathogenic strains and the bold black lines in right show 
the grouping of the strains. Pss: Pseudomonas syringae pv. syringae; Pf: Pseudomonas fluorescens; Ps: 
Pseudomonas syringae. 

  
 ،Pss-170، Pss-172 هايجدایهگروه اول شامل  یرز. شدند

Pss-174، Pss-176، Pss-181  وPss-200 گروه دوم  یرو ز
-Pss هايجدایه. بود Pss-240و  Pss-26 هايیهشامل جدا

  ).     4شکل (گرفتند  قرار IIگروه  در Pss-186و  82

  بحث
ترشـح صـمغ در    با اههمر شانکر علایم وسعت دلیل به

 اسـتان  شـده  بردارينمونه مناطق در بادامدرختان زردآلو و 
 محصـولات  یـن به عنوان قطـب کشـت ا   شرقی آذربایجان

 ایـن ارتبـاط   یبـر بررس ـ  مبتنـی  حاضر تحقیق هدف ی،باغ
 بنـدي گـروه  یبررس و Pss زايبیماري هايجدایهبا  علایم
و  زایـی بیماري بیوشیمیایی، خصوصیات اساس بر هایهجدا
 بـرداري نمونـه  درختـان  یاندر م. یدگرد گذاريپایه یکیژنت

یـوه درختـان م  یـایی باکتر شـانکر  مشخصـه  علایـم  باشده 
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با روش ) یدنوکلئوت rpoD )531ژن  ترازهم هايبراساس ترادف  Pseudomonas syringae هايیهجدا يشده برا یمترس يتبارنما. 4 شکل

Bayesian inference  و مدلHKY+G .احتمال گره هر روي بر. باشدمی محل هر در هاجایگزینی تعداد میانگین دهنده نشان مقیاس خط 
زردآلو و  زايیماريب یرانیا هايجدایه هايزیرگروه دهندهنشان ینارنج دوایر. نسل نشان داده شده است 100000000آمده از  دستبه پسین
 ـ ایرانـی  هـاي جدایـه  بنديگروه دهندهنشان راست سمت در پررنگ سیاه خطوط وبادام   .Pss :Pseudomonas syringae pv. باشـند یم

syringae؛ Pf :Pseudomonas fluorescens؛ Ps :Pseudomonas syringae.  
Fig 4. Bayesian inference phylogenetic tree was constructed for strains of Pseudomonas syringae based on 
aligned sequences of the rpoD gene (531 nucleotides) using HKY+G model. The scale bar represents the average 
number of substitutions per site, and posterior probability values are shown at the nodes obtained for 100000000 
generations. Orange circles show apricot and almond pathogenic strains and the bold black lines in right show 
the grouping of the strains. Pss: Pseudomonas syringae pv. syringae; Pf: Pseudomonas fluorescens; Ps: 
Pseudomonas syringae. 

  
 وشانکر و خروج صمغ از تنه و شـاخه  از جمله  دار،هسته
 هـاي جدایه از درصد پنج یاتخصوص تنها شکوفه، بلاست
 بیوشـیمیایی  هايآزمون اساس برشده،  يجداساز یاییباکتر
 Pseudomonas syringae یاتخصوص ـ با فیزیولوژیکی و

pv. syringae    مطابقت داشـت(Palleroni 1984) .54 در 
شانکر بـادام   یماريعامل ب شده، بردارينمونه مناطق درصد

 روش دو کاربرد. شدند ییشناسا Pss هايیهجدا ،و زردآلو
 کمـک  هـا جدایـه  جداسـازي  احتمال افزایش به جداسازي
 رورسـتی  صـورت بـه  Pss هـاي یـه جدا اکثـر . نمود شایانی

 يپـنج درصـد درختـان نمونـه بـردار      در. شدند جداسازي
-درون و رسـتی رو حالـت  دو هـر  به Pss هايجدایهشده، 

 یـل اما در کـل بـه دل  . گردیدند جداسازي هااز نمونه رستی
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 شناسـایی  و جداسـازي  Pss هـاي یـه بودن تعداد جدا یینپا
 بـودن  دخیـل  احتمال منطقه، آلودگی وسعت رغمیشده عل
 شانکر علایم بروز در قارچی حتی و باکتریایی عوامل سایر
 منـاطق  در بـادام  و زردآلـو  درختان روي بر صمغ ترشح و

در  Pssبـا عامـل    بیمـاري  .دارد وجـود شـده   بردارينمونه
مختلف  هاياستان در دارهسته میوه درختان هايباغ رخیب

 & Al-e-Yasine)و گـزارش شـده اسـت     شناسـایی  ایران

Banihashemi 1993, Ghasemi et al. 1998, Najafi 
Pour & Taghavi 2001, Mosivand et al. 2009, 

Abbasi et al. 2013). 

و  یپیفنوت یاتآمده از لحاظ خصوص دستبه هايجدایه
 میـان  در تنوعیداشته و  جزیی بسیار اختلافات یوشیمیاییب

انجـام   مطالعـات با  هاآزمون این یجنتا. نشد یاننما هاجدایه
و  (Jones et al. 1993)شـده توسـط جـونز و همکـاران     

. داشت مطابقت (Aldaghi et al. 2010)و همکاران  یالداغ
 علایـم  یتآزمـون فـوق حساس ـ   در هـا جدایـه حال  ینا با

 غیرقابـل  سـوخته آبو  مـرده بافت هايزخم شامل متفاوت
 & Quigley) گـروس و  یگلـی ک. دادنـد  نشـان برگشت را 

Gross 1994) بـودن  زابیمـاري  رغمعلیکردند که  گزارش 
 فـوق  واکـنش  در مـرده بافـت  هـاي زخـم , Pss هايجدایه

 هـا جدایـه  زایـی، بیمـاري  آزمـون  در. نشد ظاهر حساسیت
 آزمـون  ایـن  در. دادند نشان را پرآزاري از مختلفی درجات
 آزمـون در  سوختهآب هايزخم بروز باعث که هاییجدایه
کننده  القاي هايیهشده بودند نسبت به جدا یتحساس فوق
HR، بریــده هــايسرشــاخه يرو زایــییمــاريب آزمــون در 
را  تـري عمـق  کـم  و تـر سحطی مردهبافت هايزخم زردآلو
 .Mahmoudi et al)و همکـاران   محمـودي . دادند یلتشک

 مـرده بافـت  هـاي طول زخم زایی،یماريدر آزمون ب (2011
 یـوه درختان م از جداشده Pss هايیهشده توسط جدا یجادا

 متغیـر  هلـو  هـاي شاخه يرا رو گلستان استان در دارهسته
 (Abbasi et al. 2013)کـاران  و هم عباسی. کردند گزارش

شــده از  داســازيج Pss هــايیــهگــزارش کردنــد کــه جدا
) گـیلاس  و آلو زردآلو، شلیل،هلو، ( دارهسته یوهدرختان م

 و مازنـدران  گـیلان،  اردبیـل،  هـاي استان مختلف مناطق در
 يرو بالایی و مشابه زاییبیماري درجاتاز  رضويخراسان
 یلکـه تشـک   طـوري بـه  بـوده  برخوردار هلو هايساقه نهال
 توسـط فرورفته همراه با ترشـح صـمغ    مردهبافت هايزخم
  .  گردید مشاهده هاجدایه

 .Gقـارچ   یشـی در مهـار رشـد رو   یمـارگر ب هايجدایه

candidum مطالعات  هايیافتهفوق با  یجنتا. داشتند تفاوت
گـروس   ،(Otta & English 1971) انگلیس و اوتا محققان

و همکـاران   محمـودي و  (Gross et al. 1984)و همکاران 
(Mahmoudi et al. 2011) ــت ــت مطابق ــلاوه . داش بع

 زایـی بیمـاري  و قـارچ  رویشـی  رشـد  مهـار  بین همبستگی
 اعمـال  بـا  هاییجدایه که طوريبه. نداشت وجود هاجدایه
 را یفیخف مردهبافت یمعلا قارچ، علیه بازدارندگی بیشترین

 & Xu) گـروس  و خـو . دادند نشان زاییبیماري آزمون در

Gross 1988)  ــه تول ــد کـ ــزارش کردنـ ــدگـ ــه  یـ زهرابـ
در  یعامـل مهم ـ  Pss هـاي جدایـه  توسط یرینگومایسینس

نمی زایییماريدر ب یعامل اصل لیبوده و یمارگرب يپرآزار
کردند که  اعلام (Baca et al. 1987)و همکاران  باکا. باشد
 هـاي برگ يکه رو P. syringae زايغیربیماري هايجدایه
اغلـب در   کننـد نمـی  ایجـاد  حساسـیت  فوق علایم توتون
 هـا جدایـه  یـن از ا یبوده و برخ ـ رورستیبه حالت  یعتطب
 Gross & DeVay) باشندمی سیرینگومایسین تولید به قادر

1977b, Gross et al. 1984) .کـه  گردید پیشنهاد رویناز ا 
-جدایه در سیرینگومایسین ترشح و سنتز در دخیل هايژن

وابسـته بـه    رورستی زايغیربیماري هايجدایهو  Pss هاي
از  یهر چند که برخ ـ باشندیو مهم م يضرور هاییژن ،آن

 یاهیگ یگنالس هايمولکول غیاب در است ممکن هاجدایه
  .(Quigley & Gross 1994)زهرابه نباشند  یدقادر به تول
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 هـاي جدایـه  شباهت شده، انجام مطالعات از بسیاري در
 و یوشـیمیایی ب یپی،فنـوت  یاتخصوص اظاز لح Pssمختلف 
-روش از استفاده سوي به را محققان پروتئینی الگوي حتی

 بنديگروه براي لازم اراییکه ثبات و ک PCRبر  یمبتن هاي
موجـود   یـایی باکتر هايجدایه میان تبارزاییروابط  یینو تع
 de (اسـت   نمـوده  یـب گـروه را دارا هسـتند، ترغ   یکدر 

Bruijn et al. 1996). مبتنـی  هايروش به توانیاز جمله م 
ــر ــت ب ــاريانگش ــرادف  DNA نگ ــتفاده از ت ــا اس ــايب  ه

 ,rep-PCR (Kaluzna et al. 2010 ماننــد تکرارشــونده

Abbasi et al. 2013) ، نشـانگر  بـا  هاجدایه تنوع بررسی-

 RAPD، RFLP (Legard et al. 1993; Natalini et هـاي 

al. 2006, Dariush et al. 2012, Gutiérrez-
Barranquero et al. 2013) هـا جدایه بنديگروه بررسی و 

 MLST (Martín-Sanz et al. 2013, Ravindranبر اساس 

et al. 2015, Słomnicka et al. 2015) خوشه. نمود اشاره 
 (ORF) بـاز  خوانش چوبچهاراز دو  یرینگومایسینس یژن

 67وزن بــه SyrB1 ینشــده اســت کــه دو پــروتئ تشــکیل
 کنـد  می کد را کیلودالتون 36وزن  به SyrB2و  کیلودالتون

(Zhang et al. 1995, Guenzi et al. 1998) .ژن syrB  در
کـه   ییاز آنجـا . باشدیحفاظت شده م Pss هايیهجدا یانم
 دارد نقـش  حلقـوي  نوناپپتیدهايلیپودپسیژن در سنتز  ینا

 ایـن  تولیدکننـدگان  شناسـایی  يبـرا  یبه عنوان ابزار مناسب
 تـرادف  در تفـاوت . گیـرد مـی  قـرار  استفاده مورد هازهرابه

ژن محققان را بر آن داشته اسـت تـا بـا     ینا نوکلئوتیدهاي
-جدایه بنديگروه و شناسایی به یتخصوص یناستفاده از ا

 يحلقـو  یـدهاي پپت یپودپسـی ل هايزهرابه کننده تولید هاي
 ,Quigley & Gross 1994, Zhang et al. 1995)بپردازند 

Sorensen et al. 1998).   
ــاران  سورنســن ــا  (Sorensen et al. 1998)و همک ب

ــرادف  یســهمقا ــدينوکلئوت 400ت  ،syrBژن  محصــولات ی

 94مـورد مطالعـه را    P. syringae یـه جدا 27 میان شباهت
 بررسـی حاضر بر اسـاس   یقتحق در. کردند گزارشدرصد 
 شـباهت  ،syrB ژن نوکلئوتیدي 717 ترادفتشابه  یسماتر
 بررسـی . گردیـد  محاسـبه  درصد 6/91-100 هاجدایه میان
نشـان داد کـه در    یزینبـا  روش پایـه بر  هاجدایه ايخوشه
 کننـده  سنتز ژن اساس بر بالایی ژنتیکی تنوع هایهجدا یانم

 هاجدایه اساس این بر و دارد وجود سیرینگومایسین زهرابه
 یـان م در. شـدند  تقسـیم   IIو   I مجـزاي  کاملا گروه دو به

وجـود    تنوع یزمنطقه ن یکآمده از  دستبه Pss هايجدایه
 را تمـایز  حـداکثر  سـردرود  هـاي جدایه که طوريبهداشته 
 میـان  در. قـرار گرفتنـد    یزمتمـا  هايگروه در و داده نشان
 در هـا جدایـه  و داشـته  وجـود تنوع  یزن Iگروه  هايجدایه
 هـاي یـه حـال جدا  یـن بـا ا . گرفتند قرار مجزا هايزیرگروه

واقـع در   مرجـع  هـاي یهاز جدا Iدر گروه  قرارگرفته یرانیا
. قـرار گرفتنـد   یزيشـده و در خوشـه متمـا    مجـزا   Iگروه 
 یکـی نزد یشـترین ب سردرود، منطقهبادام جدا شده از  یهجدا

 یداندر منطقـه سـپ   زردآلو از آمده دستبه هايیهرا به جدا
 ،syrBشـده بـر اسـاس ژن     یمدر دندروگرام ترس. نشان داد
 مهـار  و آزمایشگاه در یرینگومایسینس یدتول ینب همبستگی
آزمـون   در علایـم  نوع بروز یکوم،ژئوتر قارچ رویشی رشد

 زایــیبیمــاري و توتــون هــايبــرگ يرو یتفــوق حساســ
. زردآلو وجـود نداشـت   یدهبر هايسرشاخه روي هاجدایه
و  سورنسـن  ،(Quigley & Gross 1994)و گروس  کیگلی

و همکـاران   ینیناتـال  و (Sorensen et al. 1998)همکاران 
(Natalini et al. 2006) ــتفاده از تکن ــا اس ــکب  RFLP ی

 Pss هـاي یهجدا یانتنوع م یبه بررس syrBمحصولات ژن 
 آمده دستبه یجنتا .کردند بنديگروه را هایهپرداخته و جدا

 حمایت را همدیگر نتایج و بوده مشابه مذکور تحقیقات در
  .کنندمی

 rpoDشده بر اسـاس ژن   یمدندروگرام ترس توپوگرافی
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حاصـله از ژن   دنـدروگرام  توپـوگرافی بـا   جزیـی  اختلاف
syrB هايگروه در هاجدایه پراکندگی جالبی طرزبه. داشت 

I  وII هايبر اساس ژن syrB  وrpoD دسـت بـه  مه ـ یهشب 
 از آمـده  دسـت بـه  هـاي جدایـه  تمـامی  کـه  طـوري به. آمد

در ) یـه جدا یـک  جـز هب( سردرود و سپیدان میانه، عجبشیر،
 یـک (آمده از مرند و سردرود  دستبه هايیهو جدا Iگروه 
 گونــه هــیچ همچنــین. قــرار گرفتنــد IIدر گــروه ) یــهجدا

 و یـایی منـاطق جغراف  هـا، جدایـه  بنديگروه بین همبستگی
 Parkinson) همکـاران  و پارکینسون. نداشت وجود میزبان

et al. 2011)  ژن  ترادف تعیینبا استفاده ازrpoD یـان در م 
 يرا به عنوان ابـزار  ژن ینا ،P. syringae یپت یناستر 67

 یشـگاهی آزما یـابی و رد ییشناسـا  يمناسب و کارآمد بـرا 
ژن قبلا  ینا ییکارا. کردند معرفی P. syringae هايیهجدا
-بـه  (Sarkar & Guttman 2004) گـتمن سـرکار و   توسط

 MLST بررسیهاياز هفت ژن مورد استفاده در  یکی عنوان
 هقـرار گرفت ـ  مطالعـه  مـورد  Pss هـاي جدایه بنديگروه در
  . است
در  rpoDژن  ییرو بــا توجــه بــه دقــت و کــارا یــنا از
 یجاسـتناد بـر نتـا    بـا و  P. syringae هايجدایه بنديگروه

 تحقیـق  در آمـده  دستبه هايامدندروگر بررسیحاصل از 
-بر اسـاس ژن  Pss هايجدایه بنديو شباهت گروه حاضر

-همــه اولیــه مطالعــات در تــوانیمــ ،syrBو  rpoD هــاي

 تنـوع  بررسـی  و بنـدي گـروه  به نیاز که بیماري گیرشناسی
 ینی ـدر کنـار تع  دارد، Pssمختلـف   هـاي جمعیـت  ژنتیکی
 تـرادف  تعیـین  یـه بر پا را هاجدایه زاد،خانه هايژن ترادف

و  یرینگومایسـین زهرابه س یددر تول یلژن حفاظت شده دخ
در . نمـود  مقایسـه  و بنديگروه یمارگر،ب يمرتبط با پرآزار

 آوريجمع هايیهاز جدا یشترياستفاده از تعداد ب ینهزم ینا
-مـی  پیشنهاد جغرافیایی مختلف مناطق و هامیزبان از شده

  . گردد
  قدردانی

ــندگان ــه نویس ــاهگ بخــش از مقال ــکیی ــکده  پزش دانش
 .G یقـارچ  یهجدا ارسال یلبه دل یرازدانشگاه ش يکشاورز

candidum یـت با حما یقتحق ینا. نمایندمی گزاريسپاس 
با گرنـت   یرانا جوان پژوهشگراناز  یتصندوق حما یمال

  .است یدهانجام رس به 93005043شماره 
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